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A proteína precursora de amilóide de Alzheimer (APP), que está no centro da 
doença de Alzheimer, pode sofrer várias alterações. A acumulação do péptido 
β-amiloide, que é um dos fragmentos resultantes da clivagem β, é considerado 
a causa da doença de Alzheimer. No entanto outros fragmentos, 
nomeadamente o domínio intracelular (AICD), ainda não têm um papel 
totalmente esclarecido sobre o modo como participam na doença. Com o 
objectivo de saber mais sobre as proteínas do cérebro humano saudável com 
que o AICD interage utilizou-se o método de Dois-híbrido em levedura. Após 
se terem eliminado os falsos positivos, foram isolados os clones e analisados. 
Com a utilização de ferramentas bioinformáticas observou-se a interacção 
entre o AICD e uma proteína já previamente descrita, a FE65, confirmando que 
o método Dois-híbrido em levedura é viável para detectar interacções entre 
proteínas. No entanto não se observou outras interacções, realçando a 
importância desta interacção para a doença. A FE65 não interage com o AICD 
quando este está fosforilado em alguns aminoácidos chave, sendo esta 
modificação importante para a interacção. Os níveis de expressão da forma 
neuronal da FE65 em casos da doença de Alzheimer diminuem, havendo 
também um aumento do nível de outras proteínas que interagem com o AICD 





























The amyloid precursor protein, which is in the center of Alzheimer’s disease, 
can go through several modifications. Alzheimer’s disease can be triggered by 
the accumulation of β-amyloid, an amyloid derivate. Other fragments like the 
intracellular domain (AICD) could be involved in this disease, however the 
function and mechanism of AICD is not completely understood. With the aim of 
knowing the human brain proteins which interact with AICD the yeast two-
hybrid method was used. After the false positives elimination, the clones were 
isolated and analysed. Using bio-informatics tools it was found that the wild 
type AICD strongly interacts with a protein previously described, the FE65. This 
shows that the yeast two-hybrid method is viable to detect protein interactions. 
Others interactions were not detected, enhancing the importance of AICD and 
FE65 interaction in Alzheimer’s disease. When AICD is phosphorylated in 
some key-aminoacids the interaction with FE65 does not take place, so this 
modification is crucial in the interaction mechanism. In Alzheimer’s patients is 
verified that FE65 expression levels decrease while the levels of others 
proteins which interact with AICD increase. This fact shows a change in the 
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1.1 A doença de Alzheimer 
Cerca de 18 milhões de pessoas sofrem da doença de Alzheimer 
por todo o mundo e segundo a Organização Mundial de Saúde estima-
se que este número duplique até 2025 [1]. Esta doença apresenta 
características neuropatológicas que foram descritas pela primeira vez 
por Alois Alzheimer em 1907 referentes a um cérebro dissecado de uma 
mulher que morreu poucos anos depois de ter desenvolvido uma 
demência não-usual aos 51 anos [2]. 
Apesar de não afectar todas as pessoas do mesmo modo, 
manifesta vários sintomas semelhantes em várias fases. Numa primeira 
fase os sintomas são facilmente confundidos com o avançar da idade, 
nomeadamente pequenas perdas de memória de curto prazo e 
mudanças relativas do humor. Numa segunda fase os pacientes 
demonstram dificuldades linguísticas, de percepção, dificuldade de 
execução de movimentos mais complexos e uma acentuação da perda 
de memória mais recente [3-4]. Numa fase mais avançada os pacientes 
têm dificuldades notórias em falar, devido ao esquecimento do 
vocabulário. Lentamente o paciente perde a capacidade de ler e 
escrever. Os problemas de memória acentuam-se e as alterações de 
comportamento vão-se agravando [5-8]. Numa fase mais terminal, os 
pacientes ficam totalmente dependentes de terceiros, acabando por não 
conseguir desempenhar tarefas simples. A linguagem fica muito 
reduzida ou mesmo impossibilitada, podendo no entanto compreender e 
responder com sinais emocionais [9]. 
A doença de Alzheimer é caracterizada por mudanças 
degenerativas do sistema neurotransmissor, nomeadamente naqueles 
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que libertam glutamato, norepinefrina, e serotonina. Esta doença 
provoca a redução em regiões do cérebro específicas, como o córtex 
parietal e temporal, Figura 1, e regiões restritas no córtex frontal e 
hipocampo. A degeneração desses sistemas pode ser a causa de 
aspectos específicos associados à doença de Alzheimer [10]. Ao 
microscópio óptico, vêm-se claramente placas senis na matriz 
extracelular e tranças neurofibrilares intracelulares [11]. 
As placas senis foram identificadas como sendo agregados de um 
péptido, β-amilóide (Aβ) [12]. Este péptido tem uma constituição de 40 
a 42 aminoácidos e deriva da proteína precursora de amilóide de 
Alzheimer (APP – “Amyloid Precursor Protein”) [13]. Estas descobertas 
levaram à formulação da hipótese amilóide, sugerindo que a sobre-
produção de Aβ e a sua agregação em placas senis pode ser a origem 
da doença de Alzheimer [14]. 
Figura 1 – Diferenças da perda neuronal em casos de doença de Alzheimer 
visualizados por um corte transversal. Á esquerda a imagem de uma pessoa saudável 
e à direita o cérebro de um paciente que manifesta a doença de Alzheimer. 
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1.2 A Proteína Precursora de Amilóide de Alzheimer (APP) 
A APP é uma glicoproteína transmembranar do tipo I com um 
domínio extracelular e um pequeno domínio intracelular, codificada por 
um único gene no cromossoma 21q21 [15-20]. Devido a “splicing" 
alternativo existem várias isoformas desta proteína. As isoformas mais 
predominantes são a APP695 (exões 1 – 6, 9 – 18), APP751 (exões 1 – 7, 
9 – 18), e APP770 (exões 1 – 18), Figura 2 [21]. A APP695 é 
predominantemente expressa no tecido neuronal [22]. O péptido Aβ 
deriva de uma região da proteína codificada pelos exões 16 e 17 [23]. 
No entanto, esta proteína não está limitada às células neuronais, 
estando presente por quase todo o organismo, com diferentes 
proporções de isoformas em tecidos específicos [24-25]. 
A APP é sintetizada no reticulo endoplasmático rugoso e 
posteriormente segue para o complexo de Golgi, acabando por chegar 
ao trans-Golgi. A APP pode também ser deslocada para vesículas 
secretórias e posteriormente desloca-se para a membrana plasmática. 
Figura 2 – Representação esquemática das isoformas da APP mais expressas 
(adaptada de da Cruz e Silva e da Cruz e Silva, 2003 [21]). 
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Depois pode ser endocitada para endossomas e lisossomas [26]. A APP 
também foi localizada em locais de densidade pós-sináptica, axónios e 
dentrites [27]. 
1.2.1 Funções da APP  
Há proteínas semelhantes à APP, denominadas de APLP1 e APLP2, 
e aparentam ter uma função semelhante à APP [28]. No entanto o 
fragmento correspondente ao Aβ está ausente. O silenciamento 
simultâneo dos genes da APP e das APLP’s em ratinhos é letal na fase 
perinatal, sugerindo que a APP, a APLP1 e a APLP2 estão envolvidas em 
funções e vias de sinalização essenciais ao desenvolvimento e 
metabolismo normal [29]. 
A caracterização da APP revela que esta pode desempenhar 
funções de proteína de membrana receptora de moléculas. Estudos 
demonstram que a APP pode funcionar como um receptor típico de 
superfície acoplado à proteína G [30]. Os típicos receptores acoplados à 
proteína G0 ligam-se a esta proteína induzindo dissociação do complexo 
trimérico da proteína G0 em duas subunidades: a subunidade Gα e o 
dímero Gβγ. Ambas as subunidades podem activar vias de sinalização 
intracelular. Quando isto sucede, inúmeras cascatas de sinalização são 
activadas como a adenililcilase [31] ou a fosforilase C entre outras [32]. 
A ligação da APP à proteína G0 envolve o domínio extracelular, APP 66 – 
81 [30]. 
A APP foi identificada como interveniente na adesão celular em 
vários estudos [33-35]. Vários domínios promovem a ligação com 
substratos específicos como a heparina [36], o colagénio [37], e a 
laminína [38]. A co-localização com outras moléculas de adesão celular, 
β-1-integrinas [39] e telencefalina [40], demonstra que uma pequena 
fracção da APP é relativamente estável à degradação ao longo do tempo 
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[41] sugerindo que a APP poderá ter um papel importante de adesão 
celular. 
A APP é transportada ao longo dos axónios para as sinapses 
centrais e periféricas [42-43]. Estudos realizados em ratinhos sugerem 
que a APP pode ter uma função importante na formação e manutenção 
de sinapses, assim como os diferentes níveis de expressão das 
isoformas [44]. O silenciamento da APP registou uma redução do 
alcance das dendrites nos neurónios do hipocampo e redução da 
actividade dos neurónios [45-47]. 
1.3 Processamento da APP 
A APP pode sofrer clivagens sucessivas e originar vários 
fragmentos. Numa via amiloidogénica a APP ao ser clivada pela β-
secretase vai originar dois fragmentos: do N-terminal vai libertar o 
sAPPβ e do C-terminal vai ficar um fragmento com 99 aminoácidos, 
CTF99. Este último fragmento pode ser ainda clivado pelo complexo de 
γ-secretase originando dois fragmentos, o péptido Aβ e o restante 
domínio intracelular da APP. Contudo, a APP pode ser também 
processada de modo diferente. A APP pode ser clivada pela α-secretase 
originado dois fragmentos, sAPPα e CTF83. O CTF83 pode ser também 
clivado pelo complexo de γ-secretase e originar o péptido p3 e o 
restante domínio intracelular da APP. No entanto ambos os tipos de 
processamento culminam na libertação do domínio intracelular da APP 
(AICD) (Figura 3) [48]. 
Introdução 
 
8  Centro de Biologia Celular 
Universidade de Aveiro 
 
1.3.1 Clivagem pela α-secretase 
O local de clivagem da α-secretase é relativamente próximo da 
membrana, entre a lisina612 e a leucina613, da isoforma APP695. A 
clivagem neste ponto inibe a produção do péptido Aβ, produzindo um 
péptido solúvel, a sAPPα, e outro fragmento que fica na membrana que 
tem 83 aminoácidos (CTF83) [23]. As enzimas já identificadas com 
actividade de α-secretase são proteases pertencentes à família ADAM 
(desintegrinas e metaloproteinases), nomeadamente a MDC9 (também 
Figura 3 – Processamento da APP. (i) A primeira clivagem é realizada no domínio 
extracelular da APP pela α- ou β-secretase libertando sAPPα ou sAPPβ e C83 ou C99. 
(ii) A posterior clivagem destes fragmentos é feita pela γ-secretase. Como resultado 
(iii) surge o péptido p3 ou o péptido Aβ e surge também o fragmento intracelular da 
APP, AICD (adaptada de Słomnicki e Leśniak, 2008 [48]). 
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denominada de meltrin γ), ADAM10 e ADAM17 (também denominada 
de TACE) [49]. A actividade desta família de enzimas é regulada por 
vários mecanismos na célula, que incluem a clivagem do prodomínio e a 
reacção directa com as suas cisteínas [46, 50-51]. As três α-secretases 
são sintetizadas como pré-proproteínas e todas estas estão 
direccionadas para a mesma via de processamento celular. O 
prodomínio inibe a acção de proteases. A clivagem deste pro-domínio 
ocorre no complexo de Golgi [50, 52]. O silenciamento da ADAM17 
provocou níveis deficientes de segregação de sAPPα [53]. Esta proteína 
é conhecida como enzima conversora factor α de necrose tumoral 
(TACE), que liberta a necrose tumoral da forma receptora [54]. In vitro, 
a ADAM10 demonstrou ter actividade de α-secretase [55]. 
A actividade de α-secretase foi identificada no trans-Golgi [56] e 
na membrana celular [55]. 
1.3.2 Clivagem pela β-secretase 
A clivagem pela β-secretase ocorre entre os resíduos metionina596 
e aspartato597 (da isoforma APP695) [57]. Esta clivagem cria dois 
fragmentos, o fragmento N-terminal (sAPPβ), e o fragmento C-terminal 
(CTF99). A sAPPβ tem menos 17 aminoácidos que a sAPPα [58]. As 
enzimas responsáveis por estas clivagens foram identificadas como 
sendo aspartil proteases (BACE1 e BACE2) e ambas as enzimas estão 
ancoradas à membrana, embora a expressão da BACE1 seja maior que 
a da BACE2 [59].  
A BACE1 (também conhecida como Aps2 ou memapsin2), é 
produzida como uma pro-enzima no retículo endoplasmático e no 
invólucro nuclear [60]. O pro-domínio é clivado por acção de furinas ou 
outras pro-proteínas convertases antes de se mover para o complexo 
de Golgi [61]. A clivagem pela BACE1, realizada in vitro, pode ser feita 
na posição Aps1 (local de clivagem β) ou Glut11 (local de clivagem β’) 
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do péptido Aβ, produzindo fragmentos idênticos aos detectados in vivo 
[62], gerando assim Aβ1 – 40/42 ou Aβ11 – 40/42 respectivamente. A 
preferência do local está fortemente dependente da localização 
intracelular. Dentro do retículo endoplasmático a clivagem β é 
predominante, enquanto no trans-Golgi a clivagem β’ é favorecida [63]. 
A BACE2 cliva a APP na posição 1 do péptido Aβ podendo também 
realizar a clivagem entre Phe-19 e Phe-20, resultando no aumento de 
sAPPα e produtos como p3, e na redução do péptido Aβ. Esta clivagem 
pode ocorrer no complexo de Golgi [64]. 
1.3.3 Clivagem pelo complexo  γ-secretase 
O complexo γ-secretase é responsável pela clivagem dos 
fragmentos C-terminal da APP, CTF83 e CTF99, numa região que se 
localiza dentro do domínio transmembranar [65] da APP originando p3 e 
Aβ respectivamente, sendo que esta clivagem liberta também o domínio 
intracelular da APP (AICD). γ-secretase é um complexo de proteínas de 
membrana com actividade aspartil protease [66]. A sua actividade 
depende de um complexo onde intervêm quatro proteínas: a 
presenilina-1 (PS1), a presenilina-2 (PS2), nicastrina (NCT) e APH-1 
[67]. Esta actividade aparenta ser não selectiva, ocorrendo em pelo 
menos quatro locais de clivagem diferentes: valina636 (local γ1), 
alanina638 (local γ2) e leucina645 (local ε) da APP695, Figura 3. A 
associação destas proteínas é feita através de um subcomplexo, NCT e 
APH-1. A glicosilação da NCT provoca mudanças conformacionais, 
permitindo a ligação da PS1, formando um complexo inactivo. Este 
complexo é clivado pela PS2 activando assim a γ-secretase [68-69]. 
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1.3.4 Clivagem por caspases 
A APP apresenta vários locais de clivagem libertando fragmentos 
do C-terminal para o citoplasma. O C-terminal pode ser clivado no 
resíduo 664 da APP695, pelas caspases 3, 6, 8 e 9 formando assim 
CTF31, também denominado de AICD31 [70]. A caspase 3 cliva 
predominantemente a APP sendo detectado um nível elevado em 
neurónios mortos, estando também co-localizada com placas senis de 
Aβ. A formação do CTF31 acelera a formação e secreção do Aβ [71]. 
1.4  O domínio intracelular da APP (AICD) 
Após a clivagem pela γ-secretase é libertado o dominio 
intracelular da APP. Consoante o local de corte, podem originar-se 
fragmentos de vários tamanhos. No local de clivagem γ1 origina-se o 
fragmento CTF59. Se a γ-secretase clivar no local γ2 origina o 
fragmento CTF57. No entanto estes fragmentos não foram identificados 
em modelos in vivo nem in vitro. É relatado, contudo, a existência de 
C50 resultante da clivagem no local ε pela γ-secretase [72]. 
O AICD apresenta vários motivos diferentes ao longo da cadeia de 
aminoácidos. Apresenta uma sequência de aminoácidos contendo um 
sinal de endocitose (682YENPTY687) que é responsável pela ligação a 
várias proteínas. Possui também outros motivos de ligação de 
proteínas, 653YTSI656 que é resposavel pelo controlo da endocitose, e um 
motivo 661VEVD664 onde clivam as caspases, que pode ter influência na 
apoptose. O AICD apresenta uma estrutura relativamente instável que 
consiste num conjunto hidrofóbico (I656–V667), uma hélice no N-terminal 
(667VTPEER672), uma volta β tipo 1 (684NPTY687) e uma hélice (664DAA666; 
S675–E683, K688–M693). Este facto sustenta a hipótese que a APP tem 
funções de proteína receptora de membrana [73]. A AICD pode mudar 
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estruturalmente devido a fosforilação, provocando mudanças na 
estrutura principal, variando os ângulos, alternado assim entre a 
isoforma trans ou cis do AICD, que muda a afinidade para se ligar a 
outras proteínas [74]. Quando a treonina668 está desfosforilada o AICD 
adquire a conformação trans [75], que confere mais afinidade para se 
ligar a algumas proteínas como por exemplo a FE65. 
 
1.4.1 Proteínas que interagem com o AICD 
São muitas as proteínas que interagem com o AICD, Figura 4, 
incluindo algumas que são necessárias para a função de transdução de 
sinais, transcrição de genes ou modelação da dinâmica membranar 
através do controlo da mobilidade da actina no citoesqueleto [73]. 
1.4.1.1 A família de proteínas FE65 
A família FE65 é composta pela FE65, FE65L1 e FE65L2. São 
proteínas adaptadoras, que contêm múltiplos domínios de interacção de 
proteína-proteína que formam complexos com diversas funções. As três 
proteínas têm três domínios de interacção: domínio WW e dois domínios 
PTB (ligação fosfotirosina), Figura 5. Na FE65 humana o domínio WW 
Figura 4 - Interacção de algumas proteínas que envolvem o domínio citoplasmático 
da APP. 
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inicia-se no resíduo 254. A mesma região na FE65L1 e FE65L2 inicia-se 
no resíduo 291 e 30, respectivamente. 
A FE65 é das três proteínas a mais expressa no cérebro [76]. A 
FE65 completa (p97FE65) pode ser sujeita a uma clivagem mesmo 
antes do domínio WW formando a FE65 e um fragmento de 65 kDa, 
aumentando assim a afinidade com a APP [77]. 
A FE65 está presente no citoplasma e dentro do núcleo. A 
localização nuclearem conjunto com outros resultados [78-79] sugere 
que a FE65 prticipa em eventos de transcrição. O segundo domínio PTB 
(PTB2) liga-se à APP na sequência 682YENPTY687 [80] re-internalizando-
se com o AICD. O mesmo se sucede com a FE65L1 e FE65L2. Ambas as 
proteínas conseguem estabilizar o AICD [81]. A ligação entre as FE65 e 
o AICD é modulada pelo estado de fosforilação da treonina668 da APP695, 
podendo ser abolida pela fosforilação ou mutação deste resíduo [74, 
82]. A ligação da FE65 com a AICD visa formar um complexo activo na 
transcrição mas o mecanismo preciso ainda não é totalmente 
conhecido. Após a clivagem γ/ε, um complexo AICD/FE65 é libertado e 
o AICD estabiliza a FE65 junto à membrana onde, juntas ou 
Figura 5 – Representação esquemática da estrutura da FE65, FE65L1 e FE65L2 
(adaptdado de McLoughlin e Miller, 2008 [75]). 
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separadamente, poderão atravessar a membrana nuclear promovendo a 
transcrição de genes [83].  
A FE65 consegue associar-se à Tip60 [78], podendo-se formar um 
complexo trimérico, AICD/FE65/Tip60 [79]. A Tip60 é uma proteína 
acetil transferase que pode formar complexos multiméricos que incluem 
ATPase, DNA helicase e DNA estrutural com actividade de ligação [84]. 
A formação destes complexos sugerem que a Tip60 tem um papel 
importante na transcrição, reparação e replicação de DNA [85]. A FE65 
pode ainda interagir com o factor de transcrição CP2/LSF/LBP1, 
podendo formar um complexo multimérico com actividade de 
transcrição [86]. 
Outras proteínas que se ligam à FE65 podem formar complexos 
triméricos com o AICD/FE65. A 14-3-3γ interage com a FE65 numa 
região localizada entre o domínio WW e o domínio PTB1. Esta proteína 
também tem a capacidade de se ligar à AICD, no motivo 667VTPEER672, 
potenciando a transcrição [87]. 
A FE65 pode ainda ligar-se através do domínio PTB1 à proteína 
receptora de lipoproteínas de baixa densidade (LRP) e ligar com a APP 
formando o complexo LRP/FE65/APP [81]. Posteriormente, 
visualizaram-se interacções entre a ApoEr2 com a FE65, que se 
consumavam da mesma forma que as ligações com a LRP, formando 
um complexo trimérico ApoEr2/FE65/APP [88]. Estas interacções 
tendem a regular as interacções da FE65 com a Tip60 [89]. 
1.4.1.2 A Família de proteínas X11/Mint 
A família X11 é uma família de proteínas adaptadoras que contêm 
domínios de interacção de proteínas de modo a poder controlar a 
formação de complexos com várias funções, como por exemplo, reunir 
diferentes complexos de sinalização ou tráfego. São proteínas 
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conhecidas por estarem envolvidas em vários processos membranares, 
citoplasmáticos e nucleares [90].  
Esta família proteica é composta por três proteínas: X11α, X11β e 
X11γ. Todas possuem estruturas comuns e têm um elevado grau de 
semelhança no C-terminal. Contêm um domínio PTB, pelo qual se ligam 
ao AICD no domínio 682YENPTY687 [91]. Este domínio pode ligar-se 
eventualmente com o domínio PTB da X11γ [92]. As X11s contêm 
também dois domínios PDZ, que se ligam preferencialmente a 
sequências nos C-terminais de outras proteínas, podendo-se ligar 
também a outros domínios PDZ ou outras sequências [93]. No entanto 
as proteínas são diferentes no N-teminal. A X11α possui um domínio de 
interacção com a proteína pré-sináptica CASK que a X11β e a X11γ não 
possuem [94] e a X11γ não possui um domínio de ligação à proteína 
que se liga a vesículas sinápticas Munc18 [95]. Expressam-se de forma 
diferente nos neurónios. A X11α e a X11β expressam-se nos neurónios, 
apesar da X11α se expressar mais nas estruturas límbicas, 
nomeadamente o hipocampo, enquanto a X11β é altamente expressa 
por todo o cérebro [96]. A X11γ é ubíqua [92]. 
A sobre-expressão de X11α e X11β demonstra uma diminuição na 
quantidade de Aβ [97]. Existem várias teorias para esta inibição. Uma 
possibilidade é que as proteínas X11 alteram o tráfego da APP, 
expondo-a a menos locais onde as γ-secretases actuam. Outra baseia-
se na possibilidade das proteínas X11 podem afectar a clivagem pela γ-
secretase ligando-se à PS1, formando um complexo trimérico 
APP/X11/PS1 [90]. No entanto a regulação da actividade de γ-secretase 
não é conhecida. 
A X11 pode ainda regular indirectamente a BACE1. O domínio 
PDZ2 liga-se à proteína CCS, resultando numa diminuição da actividade 
da proteína SOB1 [98]. O N-terminal da CCS liga-se ao domínio 
citoplasmático da BACE1 regulando a sua actividade [99]. 
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1.4.1.3 Outras proteínas que interagem com o domínio intracelular 
da APP 
A PAT, PAT1 ou PAT1a, podem regular o nível da APP na superfície 
das células, intervenindo na conversão proteolítica, sugerindo que tem 
função de regulação do transporte da APP [100]. 
Outras proteínas, como a PIN1 (peptidil-prolil isomerase) e a 
FKBP (imunofilina) foram identificadas como proteínas que interagem 
com o AICD, acelerando a modificação entre os isómeros cis/trans do 
AICD, podendo alterar o processamento da APP e a produção de Aβ 
[101-102]. 
Ensaios de imunoprecipitação revelam que a ShcA e a ShcC se 
associa com a APP. Esta associação é feita pela tirosina682. O facto de a 
ShacA e a ShcC interagirem com o AICD, relaciona a APP com a 
sobrevivência celular, pois a ShcA e a ShcC controlam a proliferação e 
diferenciação celular e neuronal [103].  
1.4.2 Fosforilação do AICD 
Estados físicos de APP fosforilada foram observados em neurónios 
[104]. A fosforilação induz mudanças conformacionais na AICD que 
regula interacções entre proteínas, modulando a transcrição e funções 
sinalizadoras, podendo ter um papel importante directamente na 
regulação do processamento da APP. 
A treonina668 e a tirosina682 podem ser fosforiladas. A fosforilação 
da Treonina668 foi identificada como sendo efectuada por várias 
enzimas: em situações de estímulos de stress a c-Jun NH2-terminal 
cinase-1 ou -3 (JNK-1 ou JNK-3) [105-106], que se junta ao AICD 
através da acção da JIP1 ou JIP3 (proteínas que interagem com a JNK) 
dando origem a transporte axonal [107]. No entanto, a fosforilação 
pode ocorrer pela acção da Cdk5 (cinase dependente de ciclina activa) 
A FE65 é uma proteína predominante no interactoma da APP 
Centro de Biologia Celular  17 
Universidade de Aveiro 
 
[104] e da GSK3β (glicogénio sintetase cinase 3β) [108] em neurónios; 
e a CDC2 cinase durante a fase G2/M do ciclo celular [109]. A 
fosforilação da treonina668 facilita a clivagem da APP pela BACE1 [110]. 
A tirosina682 é fosforilada principalmente pela cAbl (tirosina cinase 
activa) [111]. 
1.5 O método Dois-híbrido em levedura 
A chave de muitos processos biológicos, como transdução de sinal 
e transcrição, é a interacção de proteínas. Como as interacções proteína 
– proteína são tão importantes há vários métodos para detectar as 
interacções, em que cada uma das abordagens tem os seus próprios 
pontos fortes e fracos, especialmente no que diz respeito à sensibilidade 
e especificidade do método. 
Fields e Song (1989) [112] descreveram o primeiro sistema Dois-
híbrido. A concepção fundamental é que os factores de transcrição em 
eucariotas têm domínios de ligação e activação separáveis. Em 
particular a proteína de interesse é fundida com o domínio de ligação ao 
DNA do factor de transcrição Gal4 (Gal4-BD) e a segunda proteína é 
fundida ao domínio de activação Gal4 (Gal4-AD). As proteínas ao 
interagirem vão aproximar os dois domínios ligando-se ao promotor 
UAS-Gal4, iniciando assim a transcrição de um gene pela RNA 
polimerase II. A interacção das proteínas é detectada através da 
expressão de um ou mais genes repórter. 
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A grande vantagem deste método é a disponibilidade imediata do 
gene clonado para a proteína de interacção. Além disso, apenas é 
necessária a construção de um único plasmídeo, não havendo 
necessidade de preparar um anticorpo ou purificar proteínas. Com este 
método bibliotecas de cDNA podem ser facilmente rastreadas de modo 
a detectar as proteínas que interagem com a proteína de interesse. As 
bibliotecas de cDNA que se fundem com o domínio de activação podem 
ser obtidas de diferentes tipos de células ou estados celulares 
diferentes, identificando assim interacções que apenas se dão em 
algumas fases do ciclo celular. É possível também detectar interacções 
entre proteínas que tenham um tempo de semi-vida curto. O método 
Figura 4 – Método Dois-híbrido em levedura. Duas proteínas híbridas são expressas 
em levedura: o domínio de ligação ao DNA do Gal4 é fundido com a proteína de 
interesse e o domínio de activação do Gal4 é fundido com uma proteína de uma 
biblioteca de expressão. (i) O domínio de ligação consegue reconhecer na cadeia de 
DNA o local de ligação (UAS) mas não consegue activar a transcrição. (ii) O domínio 
de activação não consegue reconhecer o local de ligação e consequentemente não 
activa a transcrição. (iii) Quando as duas proteínas interagem o domínio de ligação e 
o domínio de activação ficam próximos iniciando a transcrição. 
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Dois-híbrido permite investigações como mapeamento de motivos ou 
resíduos intervenientes na interacção proteína-proteína [113]. 
No entanto podem detectar-se falsos positivos, proteínas que sem 
interagir com a proteína de interesse vão activar o gene repórter. Um 
número significativo de variações deste método utiliza várias 
sequências UAS-GAL4 que dão início à transcrição de vários genes 
repórter independentes (ADE2, HIS3 e MEL1). Assim diminui-se a 
probabilidade de se originarem falsos positivos pois a proteína ligada ao 
domínio de activação do Gal4 vai ter de se ligar aos vários motivos 
UAS-GAL4. 
Uma limitação deste método é a detecção de interacções 
dependentes de modificações pós-translacionais que ocorrem no 
retículo endoplasmático, como glicosilações. Além disso as proteínas 
podem solicitar outras modificações para as interacções, como 
fosforilações ou acetilações, o que pode influenciar a visualização da 
interacção entre proteínas [113]. 
Após identificar novas interacções com a proteína de interesse é 
necessário comprovar a interacção in vivo e realizar experiências para 
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1.6 Objectivos da tese 
Apesar de serem conhecidas muitas interacções com o domínio 
intracelular da APP as suas funções na célula ainda não estão bem 
esclarecidas. Com o intuito de clarificar a sua função, neste trabalho 
tentou-se identificar proteínas que interagem com o domínio intracelular 
da APP (AICD). 
Para tal os objectivos específicos são: 
1. Efectuar um rastreio em larga escala de uma biblioteca de 
cDNA de cérebro humano pelo método dois-hibrido em 
levedura utilizando o AICD como a proteína de interesse 
(trabalho prévio já efectuado pelo laboratório);  
2. Isolar o DNA plasmídico dos clones positivos;  
3. Seleccionar os plasmídeos de biblioteca pela transformação 
em E.coli e análise de restrição;  
4. Sequenciação dos cDNAs seleccionados; 
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Os reagentes utilizados, bem como os meios, culturas e soluções 
estão descritos no Apêndice I. 
2.1 Biblioteca de DNA 
Neste trabalho efectuou-se um rastreio a uma biblioteca de cDNA 
de cérebro humano. A biblioteca foi construída a partir de cérebro total 
ao qual foi extraído o RNA total. O mRNA é isolado e a primeira cadeia 
de cDNA é sintetizada usando a enzima transcriptase reversa. A 
segunda cadeia é sintetizada com a incubação com DNA polimerase I e 
o cDNA é digerido com enzimas de restrição. O cDNA é fundido com 
domínio de activação de Gal4 e incorporado em plasmídeos pACT-2. Os 
plasmídeos foram depois transformados em células de levedura 
Saccharomyces cerevisiae, estirpe AH109. 
2.2 Proteína isco (Bait) 
Para produzir a proteína isco foi feito um isolamento do plasmídeo 
pAS2-1 e digerido com enzimas de restrição e purificado o DNA 
plasmídico. O AICD50 foi amplificado por PCR, digerido com enzimas de 
restrição e purificado. A ligação entre o AICD50 e o plasmídeo foi então 
realizada inserindo o AICD50 humano em grelha com o domínio de 
ligação do Gal4 no plasmídeo pAS2-1. Transformou-se em bactéria e 
isolou-se o DNA plasmídico que posteriormente foi transformado em 
células de levedura Saccharomyces cerevisiae, estirpe Y187. 
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2.3 Rastreio pelo método Dois - híbrido em levedura 
Foi efectuado o rastreio em larga escala com as leveduras 
anteriormente transformadas. Isolaram-se os clones positivos putativos 
e foram repicados para placas SD\QDO\X-α-gal para testar a activação 
do gene repórter. Os clones que cresceram e adquiriram cor azul foram 
guardados em 25% de glicerol a -80ºC até serem analisados. 
Para análise de cada clone positivo, o procedimento adoptado foi 
semelhante e inclui:  
Extracção de DNA plasmídico de levedura, 
Transformação em bactéria, 
Extracção de DNA plasmídico, 
Análise por restrição enzimática, 
Sequenciação. 
2.3.1 Extracção de DNA plasmídico de levedura 
Colocou-se uma colónia de levedura a crescer em 4 mL de 
SD/TDO durante 2 dias a 30ºC a 180 rpm. A cultura foi transferida para 
microtubos, centrifugou-se a 14000 rpm e ressuspendeu-se o pellet em 
100 µL de STET. Adicionou-se cerca de 300 µL de glass beads (425-600 
µm, Sigma) e agitou-se ao vórtex durante 6 min. De seguida, 
adicionou-se 100 µL de STET e estes foram fervidos durante 3 min e 
arrefecidos logo em gelo. Centrifugaram-se os tubos durante 20 min a 
14000 rpm a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, 
adicionou-se 500 µL de acetato de amónio a 7,5 M e incubou-se a -20ºC 
durante a noite. Posteriormente centrifugaram-se os tubos durante 20 
min a 14000 rpm a 4ºC e transferiu-se 400 µL para novos tubos. 
Adicionou-se 1 mL de etanol a 100% e incubou-se durante 20 min a -
20ºC. Centrifugou-se os tubos durante 10 min a 14000 rpm a 4ºC e 
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removeu-se o sobrenadante. Adicionou-se 800 µL de etanol a 70% e 
incubou-se a 20ºC durante 5 min. Centrifugou-se novamente os tubos e 
removeu-se o sobrenadante. O pellet foi seco num aparelho de vácuo 
(SpeedVac 1000). Ressuspendeu-se o pellet em 30 µL de RNase a 20 
µg/mL. 
2.4 Transformação em bactéria com o DNA plasmídico 
2.4.1 Preparação de células competentes de E.coli XL1-BLUE 
Incubou-se uma colónia de E.coli XL1-BLUE em 10 mL de SOB a 
37ºC durante cerca de 12 horas. Inoculou-se 1 mL desta cultura em 50 
mL de SOB e incubou-se durante 1 – 2 horas a 37ºC com agitação de 
220 rpm até a DO550nm=0,3. Arrefeceu-se a cultura em gelo durante 15 
min e centrifugou-se a 4000 rpm durante 5 min a 4ºC. Removeu-se o 
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 15 mL de solução I. De 
seguida incubou-se em gelo durante 15 min e depois centrifugou-se 
durante 15 min a 4000 rpm a 4ºC. Ressuspendeu-se o pellet e 3 mL de 
solução II, dividiu-se em alíquotas de 100 µL e congelou-se 
rapidamente em azoto líquido. As aliquotas foram guardadas a -80ºC 
2.4.2 Transformação de bactéria com DNA plasmídico 
Adicionou-se 50 µL de células competentes (XL1-Blue E.coli) ao 
DNA palsmidico extraído de levedura em gelo agitando-se suavemente. 
Incubou-se em gelo durante 20 min. As células foram submetidas a 
42ºC durante 90 seg e de seguida incubaram-se no gelo por 30 min. 
Adicionou-se 800 µL de SOC e incubou-se a 37ºC durante 75 min com 
agitação de 180 rpm. Centrifugaram-se os tubos a 14000 rpm durante 
2 min e removeu-se o sobrenadante. O pellet foi espalhado em placas 
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de LB com ampicilina (100 µg/mL). As placas foram incubadas a 37ºC 
durante 16 horas. 
2.5 Extracção do DNA plasmídico de bactéria pelo método 
de lise alcalina 
Colocou-se uma colónia a crescer em 2 mL de LB com ampicilina 
(100 µg/mL) entre 16 – 18 horas a 37ºC com agitação de 180 rpm. 
Transferiu-se a cultura para microtubos. Centrifugou-se a 14000 rpm 
durante 2 min e removeu-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet 
em 100 µL de Solução I no vortex. Adicionou-se 200 µL de Solução II e 
inverteu-se algumas vezes. De seguida adicionou-se 150 µL de Solução 
III e inverteram-se os tubos algumas vezes. Os tubos foram colocados 
em gelo durante 5 min. Centrifugaram-se os tubos a 14000 rpm 
durante 10 min a 4ºC e transferiu-se o sobrenadante para novos 
microtubos e fez-se uma nova centrifugação a 14000 rpm durante 5 
min a 4ºC. Transferiu-se o sobrenadante para novos tubos e adicionou-
se 900 µL de etanol a 100% (v/v). Incubou-se os tubos a -20ºC 
durante 30 min. Centrifugou-se os tubos a 14000 rpm durante 10 min a 
4ºC e removeu-se o sobrenadante. Adicionou-se 750 µL de etanol a 
70% (v/v) e incubou-se a -20ºC durante 5min. Centrifugaram-se os 
tubos a 14000 durante 5 min e removeu-se o sobrenadante. O pellet 
seco foi num aparelho de vácuo (SpeedVac 1000) durante 10 min. 
Ressuspendeu-se o DNA em 50 µL de solução de H2O que contém 
RNase a 20 µg/mL. 
A FE65 é uma proteína predominante no interactoma da APP 
Centro de Biologia Celular  27 
Universidade de Aveiro 
 
2.6 Análise de restrição dos plasmídeos por digestão com a 
endonuclease de restrição Hind III 
A análise dos plasmídeos foi feita por reacção enzimática com 
Hind III. A digestão do DNA foi feita segundo as instruções do 
fabricante. 
Num micro tubo foi adicionado: 
100 µg/mL de DNA, 
1x Tampão de reacção (especifico de cada enzima), 
1 U/µg DNA da enzima de restrição. 
A mistura foi incubada a 37ºC durante umas horas (ou durante a 
noite, se for conveniente). 
2.6.1 Electroforese 
Para preparar um gel de agarose a 0,8% pesou-se 0,8g de 
agarose e adicionou-se 100mL de TAE 1X. A solução foi aquecida para 
melhor solubilização da agarose no microondas deixando-se arrefecer 
enquanto se preparava o suporte do gel. Acrescentou-se 10 µL de 
Brometo de Etídeo (10 mg/mL) e misturou-se com agitação leve. 
Verteu-se a solução de gel no suporte e colocou-se o pente com o 
número de poços desejados e deixou-se o gel solidificar. Colocou-se o 
suporte com o gel na tina de eletroforese e adicionou-se tampão TAE 1X 
até cobrir a superfície do gel. Ao DNA digerido com HindIII adicionou-se 
3 µL de tampão de carreagamento (Loading Buffer). Aplicaram-se as 
amostras no gel e aplicou-se também 5 µL de padrão de corrida (1kb 
Ladder - invitrogen) em dois poços. A corrida realizou-se com uma 
diferença de potencial de 100 V. Após a frente de corrida percorrer 1/3 
do gel parou-se a electroforese, tirou-se o gel e analisou-se sob 
radiação ultravioleta (Alpha Imager) 
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2.7 Sequenciação de DNA 
2.7.1 Purificação do DNA plasmídico em coluna 
Para a purificação do DNA plasmídico foi utilizado um kit comercial 
QIAquick (QIAgen). 
Adicionou-se 5 volumes de tampão PB a 1 volume de solução de 
DNA e misturou-se. Transferiu-se para uma coluna QIAquick colocado 
num microtubo colector. Centrifugou-se a 14000 rpm durante 1 min. 
Removeu-se o filtrado resultante e lavou-se a coluna com 750 µL de 
tampão PE, centrifugando a 14000 rpm durante 1 min e removeu-se o 
filtrado resultante. Centrifugou-se novamente para remover vestígios do 
tampão de lavagem. Colocou-se a coluna num microtubo limpo, 
adicionou-se 50 µL de água durante 1 min. Centrifugou-se a 14000 rpm 
durante 1 min e recolheu-se a solução resultante. 
2.7.2 PCR de sequenciação 
Foi feito o PCR para saber a sequência de cada clone. Para se 
fazer a reacção de PCR adicionou-se num tubo de 0,2 mL: 
200-500 ng de DNA, 
1 µL primer AD, 
4 µL de mix de sequenciação (Applied Biosystems),* 
Perfez-se com H2O até 20 µL. 
Tabela 1 – Primers utilizados na sequenciação dos clones. O primer 5’ foi utilizado na 
sequenciação de todos os clones enquanto o primer 3’ apenas foi utilizado para 
sequenciar os clones 142 e o 127.4. 
Primer  Sequência  
GAL4-AD 5’ – TACCACTACAATGGAT – 3’ 
3’ AD amplimer 5’ – ATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCAC – 3’ 
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* A mix de sequenciação é composta por tampão, AmpliTaq DNA 
polimerase, FS, desoxiribonucleótidos trifosfato (dNTPs), MgCl2, dye 
terminators (didesoxiribonucleótidos marcados com fluoróforos, 
ddNTPs) e rTth pirofosfatases. 
Agitou-se muito suavemente a mistura e a reacção de PCR foi 
realizada com vários ciclos de temperatura: 
1 min a 96ºC 
30 seg a 96ºC,  
15 seg a 42ºC,     25 ciclos 
4 min a 60ºC. 
2.7.3 Precipitação com etanol 
A reacção de sequenciação foi precipitada com etanol para 
remover os nucleótidos não incorporados. 
Aos tubos foi adicionado 0,1 volumes de acetato de sódio a 3 M e 
2,5 volumes de etanol 100%. Incubou-se durante 15 min à temperatura 
ambiente. De seguida centrifugou-se durante 20 min à temperatura 
ambiente a 14000 rpm. Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 250 
µL de etanol a 70%. Centrifugou-se a 14000 rpm durante 5 min. O 
pellet foi seco e a amostra foi sequenciada pelo sequenciador 




30  Centro de Biologia Celular 
























32  Centro de Biologia Celular 
Universidade de Aveiro 
 
 
A FE65 é uma proteína predominante no interactoma da APP 
Centro de Biologia Celular  33 
Universidade de Aveiro 
 
 
3.1 Resultado do rastreio pelo método Dois-Híbrido a uma 
biblioteca de cérebro humano 
Foi preparada uma cultura de levedura com a estripe que continha 
a proteína isco e combinou-se com uma estirpe que continha a 
biblioteca. A mistura foi incubada durante 24h para permitir a 
conjugação (Mating) das leveduras e plaqueou-se em meio 
SD\QDO\Kan. Após alguns dias as colónias apareceram. Realizou-se 
uma contagem para calcular a eficiência e os clones no rastreio. 
Tabela 2 – Resultados do rastreio pelo método Dois-híbrido em levedura 
Clones positivos 
Eficiência do Mating 
(% de diploides) 
Clones rastreados 
347 0.1 3x103 
 
Para calcular o número de clones rastreados foi usada a seguinte 
equação: 
                                                    . 
 
Para calcular a eficiência do Mating foi usada a equação sugerida 
pelo manual Dois-híbrido em levedura [114]: 
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3.2 Análise preliminar por restrição enzimática 
Ao analisar os clones, numa primeira fase foi feita uma escolha 
aleatória de clones de várias placas. Estes clones foram submetidos a 
uma extracção de DNA plasmídico, transformação em bactéria onde 
foram escolhidas três colónias cujo os plasmídeos foram analisados por 
digestão enzimática com HindIII. Esta digestão origina diferentes 
fragmentos no plasmideo que contém a biblioteca de cDNA ou no 
plasmideo que contém a sequência do AICD, Figura 5. Após a digestão 
enzimática, a electroforese em gel de agarose permitiu seleccionar os 
plasmídeos que continham a biblioteca de cDNA, Figura 6.  
Os plasmídeos que após a electroforese apresentavam uma banda 
a 4.6 kb não foram analisados, pois esta é uma banda característica da 
proteína isco, Figura 5. 
Figura 5 – Diferenças esquemáticas entre a digestão do plasmideo pACT2 que 
continha um cDNA de biblioteca e o plasmideo pAS2-1 que contém o cDNA que 
codifica o AICD. 
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Os restantes géis apresentavam duas bandas comuns, a 7.4 kb e 
a 1.7 kb, Figura 6. Observou-se também a presença de outras bandas a 
1.6, 1.2, 0.9 e 0.7 kb. 
Agruparam-se os clones por tipo de restrição enzimática, Tabela 
3. Os clones que apresentaram ter bandas de 7.4 e a 1.7 kb foram 
agrupados no grupo A. Aqueles que apresentaram bandas de 7.4, 1.7 e 
1.6 kb foram agrupados no grupo B. Os clones que apresentaram 
bandas de 7.4, 1.7 e 1.2 foram agrupados no grupo C enquanto os 
clones que apresentaram bandas de 7.4, 1.7 e 0.9 kb foram agrupados 




Identificação do Clone Insert (kb) 
A 7.4+1.7+1.7 53, 2.7 
B 7.4+1.7+1.6 4, 5, 9 2.6 
C 7.4+1.7+1.2 
2; 3; 15, 19, 24, 26, 33, 42, 47, 
54, 56 
2.1 
D 7.4+1.7+0.9 21, 27, 31 1.9 
E 7.4+1.7+0.7 35, 36, 37, 39, 41, 43, 44, 45, 46 1.7 
Figura 6 – Exemplo de um gel de agarose com a digestão doa plasmídeos de 
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no grupo D. Por fim os clones que apresentavam bandas de 7.4, 1.7 e 
0.7 kb foram agrupados no grupo E. 
3.3 Análise dos clones positivos por sequenciação 
Os cDNAs de biblioteca provenientes dos clones positivos foram 
analisados por sequenciação automática. As sequências foram 
visualizadas com o programa Chromas 1.45, Figura 7. 
3.4 Análise bioinformática 
As sequências foram extraídas em formato FASTA. Estes dados 
foram inseridos numa ferramenta bioinformática, Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST), Figura 8, para fazer alinhamentos das sequências 
de nucleótidos com sequências conhecidas em bases de dados. Foram 
então escolhidos os alinhamentos com proteínas já conhecidas e 
descritas. 
Figura 7 – Exemplo dos resultados das sequenciações, nesta caso o clone 138. 
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O resultado do alinhamento revela que as sequências obtidas 
codificam para a proteína FE65 com locais de iniciação diferentes, 
indicando que os cDNAs sequenciados tiveram início de transcrição em 
nucleótidos diferentes, Tabela 4. 
Tabela 4 – Tabela com os clones sequenciados. Os clones foram dispostos pelo grupo 
de restrição enzimática e por início por nucleótido em que começava a sequência. 
Através do alinhamento do BLAST pode-se ver qual a proteína que 
é codificada, o cromossoma a que pertence, a localização da sequência 
de codificação e o nucleótido onde se forma o codão de início da 
proteína. O grupo C’ apresentou a mesma restrição enzimática que o 








Cromossoma CDS Início 
A 53, 2.7 Fe65 transcript 
var 1 
11p15 101-2233 6 
B 4, 5, 9 2.6 Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 151 
C 2, 3 2.1 Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 571 
 C’ 15, 19, 24, 26, 
33, 42, 47, 54, 
56 
2.1 Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 616 
D 21, 27, 31 1.9 Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 813 
E 35, 36, 37, 39, 
41, 43, 44, 45, 
46 
1.7 Fe65 transcript 
var 1 
11p15 101-2233 982 
Figura 8 – Janela de BLAST do site do NCBI onde foram introduzidas as sequências 
para fazer o alinhamento. 
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3.4.1 FE65 – uma proteína que interage com o AICD 
A FE65 é uma proteína bastante conhecida que tem o gene 
localizado no cromossoma 11, que pode originar duas variantes, E9 e 
ΔE9, com 710 e 708 aminoácidos respectivamente [115]. Pelos 
resultados da sequenciação com primer GAL4-AD não se consegue 
diferenciar as duas variantes da FE65. A FE65-E9 e a FE65-ΔE9 são 
diferentes em nucleótidos antes do início do codão de iniciação (5’UTR) 
e são diferentes do nucleótido 1489 ao 1494, Figura 9. 
Como se pode verificar através do mapa de restrição do 
plasmídeo pACT2 com a FE65, Figura 10, a sequência de aminoácidos 
da proteína FE65 também pode ser cortada pela HindIII. Este corte 
origina duas bandas, uma de 1,7 kb de tamanho constante e uma 
banda de menor tamanho. Após a sequenciação foi observado que os 
clones iniciavam em nucleótidos diferentes, pois as bandas formadas 
pela restrição enzimática variavam consoante o nucleótido em que se 
iniciava a transcrição do clone.  
Figura 9 – Alinhamento das duas variantes da FE65. Em cima encontra-se a variante 
E9 da FE65 e por baixo encontra-se a variante ΔE9 da FE65. 
Figura 10 – Representação esquemática da digestão com HindIII do plasmídeo 
pACT2 que contém o cDNA que codifica para a FE65. 
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3.5  Análise dos restantes clones por restrição 
Os restantes clones positivos foi extraído o DNA plasmídico, foram 
transformados em bactéria e analisados por digestão enzimática com 
HindIII (géis de agarose são apresentados no Apendice II). Após a 
analisar os fragmentos de restrição com HindIII dos restantes clones 
positivos obtiveram-se grupos de restrição de A-F, Tabela 5.  
O grupo F não tinha sido observado na primeira vez que foi 
realizada a análise por restrição enzimática. Este grupo apresentava 
bandas de 7.4, 1.4 e 1.1 kb, Figura 11. 
Ao realizar a transformação e posterior digestão com HindIII dos 
clones 127 e 198 observou-se que cada um deles continha dois 
plasmídeos de biblioteca diferentes. Ao digerirem-se os plasmídeos 
provenientes de bactéria do clone 127 observou-se que este continha 
dois tipos de digestões diferentes, uma que apresentava bandas de 7.4, 
1,7 e 0.9 kb e outra que apresentava bandas de 7.4, 1.4 e 0.4 kb. Nas 
digestões do clone 198 também se observou duas digestões diferentes, 
uma que tinha bandas de 7.4, 1.7, e 0.9 kb e outra que continha 
bandas de 7.4 e 1.4 kb. 
Figura 11 – Gel de agarose dos clones 106, 136 e 137. (M) 
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No total foram analisados 347 clones,sendo observado 8 tipos de 
restrições enzimáticas diferentes, dos quais já se tinham sequenciado 
alguns clones que codificavam para a proteína FE65. 
3.6 Análise dos clones seleccionados por sequenciação 
 Foram então seleccionados vários clones para sequenciar. Nos 
clones em que a banda de 1.7 kb foi detectada a sequenciação 







Identificação do Clone 
A 7.4+1.7+1.7 2.7 
11; 74; 76; 77; 78; 79; 80; 81; 82; 83; 84; 85; 86; 87; 88; 89; 
90; 91; 92; 93; 94; 95; 96; 97; 98; 99; 100; 101; 102; 104; 
108; 109 
B 7.4+1.7+1.6 2.6 7, 8; 10; 
C 7.4+1.7+1.2 2.2 
 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20; 24; 25; 26; 33; 34; 42; 47; 
48, 49; 51; 52; 57; 58; 59; 60; 61; 62; 63; 64; 65; 66; 67; 68; 
69; 70; 71; 72; 73; 75; 110; 111; 112; 113; 114; 115; 115; 
116; 117; 118; 119; 120; 227; 230 - 347; 
D 7.4+1.7+0.9 1.9 
21; 23; 27; 29; 30; 31; 32; 103; 105; 106; 107; 121; 122; 123; 
124; 125; 126; 127; 128; 129; 130; 131; 132; 133; 134; 135; 
149;150; 151; 152; 153; 154; 155; 156; 157; 158; 159; 160; 
161; 162; 163; 164; 165; 166; 167; 168; 169; 170; 171; 172; 
173; 174; 175; 176; 177; 178; 179; 180; 181; 182; 183; 184; 
185; 186, 187; 188; 189; 190; 191; 192; 193; 194; 195; 197; 
198; 200; 201; 204; 205; 206; 207; 208; 209, 210; 211; 212; 
213; 214; 215; 216; 217; 218; 219; 220; 221; 222; 223; 224; 
225; 226; 228; 229; 
E 7.4+1.7+0.7 1.7 38; 40; 50; 55; 
F 7.4+1.4+1.1 1.8 
136; 137; 138; 139; 140; 141; 142; 143; 144; 145; 146; 147; 
148 
 
7.4+1.3+0.9 1.5 127.4 
 
7.4+1.4 0.7 198.2 
Tabela 5 – Resultados da restrição enzimática com HindIII dos clones. 
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proteína FE65. Para os clones em que não se visualizou a banda de 1.7 
kb e para os clones do grupo F que ainda não tinham sido sequenciados 
a sequenciação teve como objectivo determinar o cDNA presente. As 
sequências depois de obtidas foram visualizadas novamente com o 
programa Chromas1.45. Procuraram-se homologias na base de dados 
do GenBank com cada uma das sequências utilizando a ferramenta 
BLAST. Os clones sequenciados foram agrupados, Tabela 6 
A sequenciação dos clones em que a banda de 1.7 kb foi 
detectada confirmou que estes clones contêm cDNA que codifica para a 
proteína FE65. O clone 108 que tinha uma restrição enzimática 
coincidente com a restrição do grupo A demonstrou codificar para a 
FE65 mas tendo um início de transcrição no nucleótido 31. Os clones 
que apresentavam bandas de 7.4, 1.4 e 1.1 kb, após o BLAST 
demonstraram conter cDNA que codifica para a proteína FE65 tendo 








Cromossoma CDS Início 
A 80, 109, 2.7 
Fe65 transcript 
var 1 
11p15 101-2233 6 
 A’ 108 2.7 
Fe65 transcript 
var 1 
11p15 101-2233 31 
B 10 2.6 
Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 151 
C 111, 240 2.1 
Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 616 
D 
103, 127.1, 
133, 175, 198.1 
1.9 
Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 813 
E 55 1.7 
Fe65 transcript 
var 1 
11p15 101-2233 982 
F 




var 1 ou 2 
11p15 101-2233 652 
CU1 127.4 1.7 
Fe65 transcript 
var 1 ou 2 
11p15 101-2233 616 
CU2 198.2 0.7 
Piruvato cinase 
transcrip var 3 
15q22 242-1837 1893 
Tabela 6 – Tabela com todos os clones analisados por sequenciação. Os clones foram 
dispostos pelo grupo de restrição enzimática e por início do nucleótido em que 
começava a sequência. CU1 e CU2 identificam as colónias unicas de E.coli os clones 
que registaram duas digestões enzimáticas diferentes e uma não foi coincidente com 
nenhuma outra digestão. 
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127 que apresentava uma restrição enzimática diferente, 127.4, tinha 
homologia com a FE65 mas tinha início no nucleótido 616. O plasmídeo 
do clone 198 que apresentava uma rastrição enzimática diferente, 
198.2, após o BLAST apresentou semelhança com o cDNA que codifica 
para a proteína piruvato cinase, mas fora da região que codifica para 
esta proteína. 
3.6.1 Sequenciação dos clones 142 e 127 
Os clones 142 e 127.4 demonstraram ter duas restrições 
enzimáticas diferentes mas ambas continham cDNA que codifica para a 
FE65. Foram então sequenciados novamente com o primer 3’AD 
amplimer de modo a possibilitar observar a parte final da sequência de 
cDNA do clone. As sequências foram depois visualizadas com o 
programa Chromas 1.45 e foi feito um alinhamento com sequências na 
base de dados do Genbank utilizando a ferramenta BLAST. 
Após a sequenciação verificou-se que o clone 142 apresentava 
uma análise de restrição diferente porque não continha 409 nucleótidos 
Figura 12 – Final da sequência de cDNA que codifica para a proteína FE65. Marcado a 
amarelo encontram-se os nucleótidoss que não se encontram no clone 142. O codão 
de STOP inicia-se no nucleótido 2231. 
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na parte final, Figura 12. No entanto o clone contém o codão de STOP, 
codificando a parte final da proteína correctamente, formando a 
proteína FE65 na totalidade. 
O clone 142 tinha registado uma restrição enzimática semelhante 
a vários outros clones, grupo F. Deste grupo de clones apenas o clone 
147 foi sequenciado com o primer 3’AD amplimer. 
O plasmídeo do clone 127 onde se visualizou uma digestão 
enzimática diferente de todas as digestões observadas até esta fase, 
127.4, apresentou uma sequenciação um pouco diferente, pois possuía 
um cDNA com menos 473 nucleótidos na parte final, Figura 13, que 
incluem o codão de STOP. Contudo a proteína de fusão codificada pelo 
clone 127.4 tem o domínio de interacção com a APP, o PTB2, intacto. 
Como o codão STOP não está presente, a transcrição/tradução deste 
cDNA continua até ao primeiro codão STOP no vector pACT2. A proteína 
final deduzida pela sequência de cDNA é diferente, mas no entanto, os 
Figura 13 – Final da sequência de cDNA que codifica para a proteína FE65. 
Marcados a amarelo encontram-se os nucleótidos que não estão presentes no 
plasmídeo que apresentou uma digestão enzimática diferente, 127.4. O codão de 
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domínios PTB não foram afectados e podem ser transcritos sem 
qualquer modificação. 
Este clone que mesmo assim possui os domínios PTB da proteína 
FE65 é único, justificado pelo facto de não ter sido encontrado mais 
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4.1 Detecção de interacções com o AICD pelo método dois 
híbrido 
O rastreio em larga escala do método dois híbrido em levedura 
originou 347 clones positivos, confirmando ser um método bastante 
eficiente na detecção de interacções de proteínas, sendo neste caso 
específico, aquelas que interagem com o AICD. 
Após a extracção do DNA plasmídico de bactéria e sequenciação 
os clones analisados apresentam codificar para a proteína FE65 e 
contêm a região que codifica para o domínio PTB2, que é o domínio que 
interage com o AICD. Esta é uma interacção já largamente descrita. Ao 
detectar-se esta interacção pode-se verificar que o método Dois-híbrido 
em levedura é um método específico, sendo um método válido para 
detectar interacções de proteínas. 
As sequenciações demonstraram que nenhum cDNA estava em 
grelha com o Gal4-AD de modo a que a proteína FE65 seja traduzida 
correctamente. Este facto pode ser explicado pelo facto de as leveduras 
terem a capacidade de fazer “frame-shift”, sintetizando a sequência de 
aminoácidos correcta de modo a produzir uma proteína de fusão que 
promove a sobrevivência no meio selectivo – mecanismo de “recoding”. 
O isolamento de dois plasmídeos de biblioteca diferentes de um 
único clone ocorreu por duas vezes, nos clones 127 e 198. Ao fazer-se a 
transformação da biblioteca, a levedura pode ocasionalmente adquirir 
mais que um plasmídeo. O clone 127 continha dois plasmídeos de 
biblioteca que codificam para a FE65, o 127.1 (grupo D) e o 127.4. O 
cDNA do plasmídeo 127.4 apresentou a digestão com HindIII diferente 
devido à delecção de 409 de nucleótidos não sendo necessária a 
Discussão 
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confirmação que a interacção se deva à presença do plasmídeo. No 
outro caso, o clone 198, também continha dois plasmídeos de biblioteca 
diferentes. O plasmídeo 198.1 codifica para a proteína FE65 e o 
plasmídeo 198.2 corresponde à sequência não codificante do mRNA da 
proteína Piruvato cinase. Neste caso a interacção positiva detectada 
pelo crescimento das células de levedura em meio selectivo e pela cor 
azul, dever-se-há à presença do cDNA da FE65 (plasmídeo 198.1). 
4.1.1 A FE65 formada pelo clone 127.4 
O clone 127 apresentou duas digestões enzimáticas diferentes. 
Após a sequenciação verificou-se que o cDNA 127.4 codificava para 
uma proteína muito semelhante à FE65 mas não possuía alguns 
nucleótidos que estão presentes nos transcritos na base de dados 
GenBank. Este cDNA de biblioteca não possuía 473 nucleótidos, dando 
origem a uma proteína truncada no C-terminal, resultando numa 
sequência de aminoácidos distinta da FE65, Figura 14. 
Figura 14 – Diferença entra a proteína FE65 do GeneBank e a proteína codificada pelo 
clone 127.4. 
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Esta sequência é diferente apenas no C-terminal, mantendo o 
domínio PTB2 inalterado. A delecção destes 473 nucleótidos pode ter 
ocorrido na preparação da biblioteca de cDNA, quando o cDNA foi 
digerido com EcoRI e XhoI para ser inserido no plasmídeo pACT2. 
4.2 Interacção do AICD com a FE65 
Esta interacção foi inicialmente descrita por Fiore et al. (1995) 
[116], em que utilizou o método Dois-híbrido em levedura, mas a 
proteína FE65 foi utilizada como isco. Após o rastreio foi registada a 
interacção com várias proteínas, nas quais se encontrava o AICD. 
Posteriormente, esta interacção foi amplamente estudada e descrita, e 
o domínio PTB2 da FE65 foi identificado como o domínio que estabelece 
a interacção com o AICD no motivo 682YENPTY687 [80]. A FE65 consegue 
interagir com o AICD porque o domínio PTB2 da FE65 reconhece a 
tirosina682 e a tirosina687. Porém, a treonina668 pode influenciar a ligação 
com outras proteínas de acordo com o estado de fosforilação, Figura 15. 
Se a treonina668 estiver fosforilada pode modificar a conformação da 
proteína entre cis e trans mudando assim a afinidade entre as proteínas 
[80]. 
Os resultados apresentados demonstram que a FE65 pode 
interagir com o AICD não sendo necessário qualquer modificação no 
AICD para a ligação se estabelecer, estando o AICD na forma nativa. 
Discussão 
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4.2.1 Funções do complexo AICD\FE65 
A FE65 é uma proteína expressa em tecidos nervosos, 
particularmente no hipocampo e isocórtex. A FE65 é conhecida como 
uma proteína que está presente no núcleo das células e este facto em 
conjunto com outros factores [78-79] aponta para que a FE65 
desempenhe um papel na transcrição. Esta informação é sustentada 
pelo facto de a FE65 se ligar a factores de transcrição, como o 
CP2\LSF\LBP1 [81]. 
Os genes que o complexo AICD/FE65 pode transcrever são os das 
proteínas KAI1, timidina sintetase, GSK-3β, APP, BACE1, neprilisina e 
Tip60 [79, 86, 117-120]. 
Figura 15 – Representação esquemática da capacidade de ligação da FE65 com o 
AICD. (A) A proteína FE65 interage facilmente com o AICD quando a tirosina668 
não está fosforilada. (B) Ao ocorrer a fosforilação da treonina668 a afinidade de 
ligação com a FE65 diminui drasticamente. 
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O GSK-3 é uma cinase que regula o metabolismo do glicogénio, 
regula a apoptose, é responsável pela fosforilação da proteína tau [121] 
e modula a produção de Aβ. Em ratos transgénicos a isoforma GSK-3β 
está associada à anormal hiperfosforilação da proteína tau [122] e 
estudos demonstram que a sobre expressão da GSK-3β promove a 
apoptose neuronal [123]. A KAI1 é uma molécula de superfície celular 
que age como um supressor de metástase tumoral. Tem um papel 
preponderante na adesão celular e é capaz de interagir com vários 
receptores da membrana plasmática [124]. A timidina sintetase é uma 
enzima essencial para a síntese de ácido timidílico [125], um precursor 
nuclear para a replicação e reparação do DNA. A inibição da actividade 
da timidina sintetase causa a paragem do crescimento celular ou 
apoptose [126]. A neprilisina é uma metalopeptidase que é expressa 
normalmente em tecidos como o tecido cerebral. A neprilisina está 
envolvida na regulação dos níveis de Aβ [127]. Estudos in vitro 
demonstram que a neprilisina pode clivar o Aβ entre os resíduos 
glutamato3 – fenilalanina4, glicina9 – triptofano10, fenilanalina19 – 
fenilalanina20, alanina30 – isoleucina31, e glicina33 – leucina34 [128]. 
Estudos in vivo confirmam que a neprilisina pode degradar o Aβ 
endógeno administrado a cérebro em ratinhos [129]. 
Os genes que o complexo pode transcrever têm distintas funções, 
podendo o complexo FE65\AICD ter um papel preponderante nos genes 
transcritos e da influência destes na doença de Alzheimer. Por estudos 
realizados com ratos transgénicos, verificou-se que a sobre expressão 
da proteína FE65 diminui os níveis de Aβ [130], dado que divergem de 
outros estudos [131]. Foi também descrito que o nível de expressão da 
FE65 no córtex frontal e temporal diminui em doentes que 
apresentaram a doença de Alzheimer [132] associando neste casos a 
baixa expressão da FE65 à causa/consequência da doença. A alteração 
dos genes expressos pode ocorrer como resposta geral à lesão nos 
neurónios ou a estímulos externos. 
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4.3 O AICD na forma nativa interage predominantemente 
com a FE65 
Algumas interacções conhecidas do AICD são efectuadas com 
proteínas que possuem pelo menos um domínio de ligação a 
fosfotirosinas. Regularmente, estes domínios interagem com tirosinas 
fosforiladas, através de aminoácidos que reconhecem as cargas do 
fosfato [133]. No entanto, Zambrano et al [134] demonstraram que a 
FE65 era uma proteína que continha dois domínios PTB mas apenas 
interagia com o AICD no segundo domínio de ligação, PTB2. Através de 
GST “pull-down” verificaram que a APP não interagia como o domínio 
PTB1 da FE65 nem no domínio PTB da ShcA. As interacções do AICD 
com proteínas que possuem domínios PTB não são realizadas enquanto 
o motivo 682YENPTY687 do AICD não estiver fosforilado [135]. No 
entanto, a FE65 e outras proteínas duas que se ligam ao AICD, po 
exemplo a X11α e a mDab-1, possuem domínios de interacção PTB que 
não necessitam que o motivo 682YENPTY687 esteja fosforilado [91, 136-
138]. Contudo estas interacções ainda não estão bem esclarecidas. 
O rastreio realizado com o AICD50 apenas apresentou interacções 
com a FE65. A fosforilação de tirosinas da APP pode regular as 
interacções com outras proteínas e associar o AICD a vias de apoptose 
ou a vias de proliferação/diferenciação. 
Foi descrito que os níveis de expressão de X11α e X11β 
aumentam em cérebros de postmortem de doentes que manifestavam a 
doença de Alzheimer [139]. A biblioteca de cDNA com a qual foi 
realizado o rastreio era proveniente de cérebro humano sem registo de 
doenças neurológicas, o nível de X11α e X11β pode não ser 
suficientemente alto de modo a ser mascarada pela FE65, o que explica 
a frequência elevada de clones de FE65 no rastreio realisado Estudos 
realizados em ratinhos demonstram que a interacção mais frequente 
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que o AICD estabelece é com a FE65 [140] de modo que esta 
interacção do AICD pode ser de tal forma intensa de modo a não 
permitir a visualização da interacção com outras proteínas. 
Tabela 7 – Dados de rastreios de Dois-híbrido efectuados anteriormente no 
laboratório simulando a fosforilação na tirosina687 [141]. 
 Total FE65 % FE65 
AICD-WT 347 347 100 
AICD Y687E 55 0 0 
AICD Y687F 88 56 63,6 
 
Ao comparar os resultados com outros resultados obtidos 
anteriormente no laboratório, Tabela 7, pode-se verificar que ao 
substituir-se a tirosina687 por outro aminoácido a percentagem de 
interacções do AICD com a FE65 diminui [141]. No entanto não se 
verificam quais quer interacções entre o AICD e a FE65 quando se 
simula a fosforilação da tirosina687, observando que a fosforilação do 
AICD inibe a interacção com a FE65. Estudos já realizados demonstram 
que o nível de fosforilação da treonina668 aumenta em casos de 
Alzheimer [110]. Zhou et al.[135] descreve que a fosforilação da 
tirosina682 é prejudicial à interacção do AICD com a FE65. Surge assim a 
ideia que qualquer modificação nos aminoácidos do AICD causa uma 
variação na interacção do AICD com a FE65. 
A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se confirmar 
que a interacção da FE65 com o AICD em condições nativas é a 
interacção mais recorrente que o AICD pode estabelecer, sendo que a 
sua alteração pode ser uma consequência ou uma causa relativa à 
doença de Alzheimer. 
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4.4 A FE65 e a doença de Alzheimer 
A FE65 está directamente envolvida na formação de complexos 
que têm funções ainda não muito claras, que incluem a transcrição de 
genes envolvidos na sinalização celular, processamento de proteínas e 
mobilidade celular. O papel da FE65 na doença de Alzheimer ainda não 
está totalmente esclarecido, podendo ter efeitos na produção de Aβ. 
Todas as actividades dos genes transcritos estão de alguma forma 
relacionadas com a APP, e algumas estão inter-relacionadas entre si. 
 A variação no nível de expressão da FE65, da APP, da X11α e 
Tabela 8- Variação da expressão da FE65, APP e X11α e X11β em cérebros de pacintes 
que manifestavam a doença de Alzheimer em relação a pessoas que não registavam 
qualquer doença neurológica em diferentes tecidos. nnFE65 – FE65 não neuronal; 
nFE65 – FE65 neuronal. 




Córtex frontal e 
temporal 
nnFE65 ↑  Hu et al. 2000 [132] 
Córtex frontal e 
temporal 










Matsui et al. 2007 
[142] APP770 
Córtex Temporal APP695 ↓  
Matsui et al. 2007 
[142] 
Hipocampo e Córtex APP695 ↓  
Johnson et al. 1988 
[143] 
Hipocampo e Córtex APP695 ↓  





Hyman et al. 1993 
[145] APP751 
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X11β pode-se relacionar com a doença de Alzheimer. Estudos em 
cérebros postmortem de doentes de Alzheimer revelaram que o nível de 
expressão da forma neuronal da FE65 tem tendência a diminuir 
enquanto a forma não neuronal da FE65 tem tendência a aumentar 
[132]. A translocação da FE65 para o núcleo requer a clivagem do AICD 
[146], potenciando o aumento da quantidade de Aβ. A diminuição da 
APP695 [142-143] e da forma neuronal da FE65 pode ser uma forma de 
evitar a produção de Aβ. Esta ideia é reforçada com os dados da 
expressão das X11α e X11β [139] que têm tendência a aumentar, de 
modo a diminuir a clivagem da APP. 
No que diz respeito à APP total, o seu nível de expressão 
mantém-se. No entanto a razão entre as isoformas que contêm o 
domínio inibidor de proteases Kunitz (APP+KPI) e a isoforma APP695, 
(APP+KPI / APP695) aumenta [142-144]. A diminuição da expressão da 
isoforma APP695 pode sugerir uma forma do neurónio diminuir a 
quantidade de Aβ intracelular. Contudo estudos realizados demonstram 
que as isoformas da APP que contém o domínio KPI têm maior 
tendência para originar Aβ que a isoforma APP695 [147]. 
Os níveis, bem como a interacção, da FE65 e do AICD são muito 
modificados em casos que manifestam a doença de Alzheimer 
manifestando alterações proteicas que podem ter importantes papéis na 
doença. Assim, esta é uma interacção importante a estudar e 
aprofundar conhecimentos, principalmente no que diz respeito à 
variação dos genes expressos. 
Após a finalização deste trabalho podem-se retirar várias 
conclusões em relação à metodologia usada e resultados obtidos: 
1. Por se ter identificado uma proteína que interage com a 
proteína isco que já estava descrita, verifica-se que o 
método Dois-híbrido em levedura é um método válido para 
a identificação de interacções de proteínas; 
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2. A identificação de uma sequência de cDNA que não codifica 
para nenhuma proteína, pode indicar um falso positivo. A 
presença de apenas um falso positivo entre 347 possíveis 
positivos identificados confere ao método uma elevada 
fiabilidade; 
3. O AICD quando se encontra na forma nativa interage 
preferencialmente com a proteína FE65. Quando o AICD 
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Soluções e meios de cultura 
 
Solução Dropout10X  
Esta solução contém todos os aminoácidos mas faltam um ou mais 
componentes na solução utilizada, neste caso o meio carece de L-
Histidina, L-Leucina e L-Triptofano 
 Concentração 10X 
(mg/L) 
Sigma # 
L-Isoleucina 300 I-7383 
L-Valina 1500 V-0500 
L-Adenina 200 A-9126 
L-Arginina 200 A-5131 
L-Histidina 200 H-9511 
L-Leucina 1000 L-1512 
L-Lisina 300 L-1262 
L-Metionina 200 M-9625 
L-Fenilalanina 500 P-5030 
L-Treonina 2000 T-8625 
L-Triptofano 200 T-0254 
L-Tirosina 300 T-3754 
L-Uracilo 200 U-0750 
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Meio Sintético SD/TDO 
A 850 mL de H2O desionisada adicionar: 
6,7g Base de nitrogénio para levedura sem aminoácidos 
Misturar a solução até o soluto estar dissolvido e esterilizar 
autoclavando. Esperar que a temperatura baixe os 60ºC e adicionar 




 A 950 mL de H2O desionisada adicionar: 
Triptona – 20g 
Extrato de Levedura – 5g 
NaCl – 0,5g 
Adicionar parte da água e agitar até dissolver. Adicionar 10 mL de 
KCl 250 mM. Ajustar a pH 7.0 com NaOH 5 N e ajustar o volume para 1 
L. Autoclavar e quando arrefecer adicionar 5 mL MgCl2 2M. 
 
Meio SOC 
A 980 mL de meio SOB adicionar 20 mL de glucose 1 M estéril 
(esta solução é preparada dissolvendo 18g de glucose em 90 mL de 
h2O desionisada; depois da glucose se dissolver ajustar o volume a 100 





5% Triton X-100 
50 mM Tris-HCl (ph 8.5) 
50 mM EDTA 
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Soluções de Miniprep 
Solução I: 
50 mM glucose  
10 mM EDTA  
25 mM Tris (pH 8.0) 
 
Solução II: 




3 M KOAc  
185 mM ácido acético 
 
 
Soluções das células competentes 
Solução I (para 1 L) 
9,9g de MnCl2.4H2O, 
15g de Ca Cl2.2H2O, 
150g de glicerol, 
30 mL de KHAc 1M  
Acertar o pH5,8 com HAc efiltrar com um filtro de 0,2 µm. 
Guardar a 4ºC 
 
Solução II (para 1L) 
20 mL MOPS 0,5M pH 6.8 
1,2g RbCl 
11g CaCl2. 2H2O 
150g de glicerol 
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Placas de LB\Amp 
12,5g LB 
7,5g de Agar 
500 mL H2O 
Autoclavar e adicionar 1 mL de Ampicilina (100 µg/mL) 
 
TAE 50X (Solução stock) - 1L 
242 g Tris Base 
57,1 mL Ácido acético glacial 
100 mL EDTA 0.5M pH 8.0 
Adicionar água destilada até perfazer o volume. Filtrar num 
filtro de 0,2 µm. 
 
TAE 1X 
Diluir a solução stock 50x em água destilada 
 
 
Tampão de amostra (Loading Buffer) 6X 
30% Glicerol  
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Apêndice II 
Electroforese em géis de agarose 
Os géis apresentam em cima o numero da colónia de E.coli e o clone do 
qual foi extraído o DNA plasmídico após a transformação 
Figura 16 – Electorforese em géis de agarose com a digestão 
enzimática de colónias de bactéria dos clones 346, 347, 342 e uma 
colónia de bactéria do clone 341. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 17 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática 
de colónias de bactéria dos clones 197, 198, 201 e 220. (M) marcador 
de peso molecular 1kb ladder plus 
Apêndice 
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Figura 18 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 300, 301, 335, 337, 338, 339 e uma colónia de 
bactéria do clone 341. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
Figura 19 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 317, 318, 319, 320, 321, 323 e 324. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 20 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 302, 306, 311, 312, 313, 315, 316 e uma colónia 
de bactéria do clone 318. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
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Figura 23 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 288, 289, 259 260 e 261. (M) marcador de 
peso molecular 1kb ladder 
Figura 22 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 261, 262, 263, 264, 265, 266 e uma colónia de 
bactéria do clone 261. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
Figura 21 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones318, 319, 294, 295, 298, 299. (M) marcador de 
peso molecular 1kb ladder 
Apêndice 
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Figura 26 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 251, 272, 273 e 274. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 25 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 197, 198, 201 e 220. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 24 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 348, 249, 250 252, 255, e 269. (M) marcador de 
peso molecular 1kb ladder 
A FE65 é uma proteína predominante no interactoma da APP 
Centro de Biologia Celular  81 
Universidade de Aveiro 
 
 
Figura 29 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 267, 277, 105, 106, 136 e 137. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder plus 
Figura 28 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 138, 139, 199 e 200. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 27 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 110, 111, 112, 113,114 e 115. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
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Figura 32 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 135, 138, 139, 140, 141 e 142. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 31 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 129, 130, 131, 132, 133 e 134. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 30 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 105, 107, 108, 109, 124 e 128. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
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Figura 35 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 127, 210, 211, 212 e 213. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 34 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 103, 104, 116, 120, 125 e 126. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 33 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 143, 144, 145, 147, 148 e 149. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
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Figura 38 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 163, 164, 165, 166, 167, 168 e uma colónia de bactéria do 
clone 169. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
Figura 37 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 221, 222, 223, 224, 225, 226 e uma colónia de bactéria do 
clone 220. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
Figura 36 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 214, 215, 216, 217, 218, 219 e 220. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
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Figura 41 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 175, 176, 177 e 178. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 40 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 169, 170, 171, 172, 173, 174 e uma colónia de bactériado 
clone 175. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
Figura 39 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 227, 228, 229 e colónias individuais dos clones 163, 226 e 
228. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
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Figura 44 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 185, 186, 187, 188 e 189. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 43 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 159, 160, 161, 162 e 183. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 42 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 179, 180, 181 e 182. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
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Figura 47 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 230, 231, 232, 233, 234 e 235. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 45 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 149, 150, 151, 152 e 153. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 46 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
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Figura 48 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 197, 198, 201 e 220. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder plus 
Figura 49 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de 
colónias de bactéria dos clones 275, 276, 277 e uma colónia de bactéria do 
clone 274. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
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Figura 52 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 204, 205, 206, 207, 208 e 209. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 50 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 197, 198, 201 e 220. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 51 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
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Figura 55 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 303, 304, 305, 307, 308 e 309. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 54 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 290, 291, 293, 296, 297 e 314. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 53 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 117, 228, 228, 253, 254 e 267. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
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Figura 58 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 310, 278, 279, 280 e 281. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 57 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 189, 191, 192, 193, 194 e 190. (M) marcador de peso 
molecular 1kb ladder 
Figura 56 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
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Figura 61 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 28, 29, 30, 32, 40, 47 e 48. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 60 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 1976, 7, 10, 11, 12 e 13. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 59 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 14, 16, 17, 20, 23 e 25. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
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Figura 64 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 93, 94, 95, 96, 97 e 98. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 63 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 58,59, 60, 61, 62 e 146. (M) marcador de peso molecular 
1kb ladder 
Figura 62 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
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Figura 65 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones63, 64, 65, 66, 67 e 68. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 66 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 81, 82, 83, 84, 85 e 86. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 67 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 75, 76, 77, 78, 79 e 80. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
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Figura 68 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 69, 70, 71, 72, 73 e 74. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder  
Figura 69 – Electorforese em gel de agarose com a digestão enzimática de colónias 
de bactéria dos clones 87,88, 89, 90, 91 e 92. (M) marcador de peso molecular 1kb 
ladder 
Figura 70 – Electorforese em gel de agarose com a 
digestão enzimática de colónias de bactéria do clone 22. 
(M) marcador de peso molecular 1kb ladder 
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